




















Abstract: Epithelial organs  are  the  first barrier  against microorganisms and genotoxic  stress,  in 
which  the  p53  family  members  p63  and  p73  have  both  overlapping  and  distinct  functions. 
Intriguingly, p73 displays a very specific localization to basal epithelial cells in human tissues, while 
p63 is expressed in both basal and differentiated cells. Here, we analyse systematically the literature 
describing p63  and p73 protein–protein  interactions  to  reveal distinct  functions underlying  the 
aforementioned distribution. We have found  that p73 and p63 cooperate  in  the genome stability 
























































In  the  full  length  TAp73α  and  TAp63a,  N‐terminal  TA  domain  acts  as  the 
transcriptional activator whereas C‐  terminal  containing SAM and  inhibitory domains 
repress TA activity [11,12]. Generally, isoforms lacking TA domain DNp63 and DNp73 
repress activity of  isoforms  containing TA domain  [4,7]. Also, p73  isoforms can act as 
conditional activators or repressors [13,14]. For example, both TAp73β and DNp73β but 
neither  p53, TAp73α,  TAp63α,  nor  TAp63β  induce  the  expression  of  caspase‐2S  [13]. 
















skin  [33,34]. Total p63 knockout has been  rescued by  specific p63  isoforms expression 
under the control of KRT5 promoter [38]. Double TAp63a/DNp63a rescue showed regions 
of differentiated  skin, while p63‐/TAp63 did not  rescue, whereas p63‐/DNp63  showed 
only basal keratinocytes formation. Consistently, DNp63 regulated basal undifferentiated 
keratinocytes  marker  KRT14,  whereas  TAp63  regulated  markers  of  differentiated 
keratinocytes (Ets‐1, KRT1, transglutaminases, involucrin) [38]. In addition, p63 function 






In  contrast,  the  p73  knockout  mice  are  characterised  by  runting  phenotype, 
hippocampal dysgenesis and hydrocephalus, sterility, chronic inflammation and infection 
in  the  lungs, sinus, and ears  [41]. Total p73 knockout mice do not have profound skin 
phenotype except the somewhat slower wound‐healing response [42]. TAp73 knockout 
mice demonstrate  sterility, hippocampal dysgenesis, hydrocephalus, premature  aging, 
genomic  instability,  and  increased  frequency of  tumors  [24]. Finally DNp73 knockout 
causes neurodegeneration, specifically hippocampal dysgenesis and hydrocephalus [43]. 
In  the human skin,  some keratinocytes  fail  to divide and become polyploid upon 




Intriguingly, p73 displays a very specific  localization  to basal epithelial cells  in all 





functional  p53  [23,49].  Also,  cells  from  TAp73−/−  mice  exhibit  genomic  instability 
associated with the enhanced aneuploidy [24]. Therefore, it is possible that the differential 




functions  of  p63  and  p73,  trying  to  reveal  their  distinct  functions  that  could  be  a 
physiological basis for their differential distribution in epithelial organs. 
What we found is that p73 and p63 cooperate in the genome stability surveillance in 
proliferating  cells with  the  specific  p73  function  in  the APC/C  and  spindle  assembly 
checkpoint. Unexpectedly,  our  survey  suggests  a  distinct  function  of  the  p63  in  the 
regulation of mRNA processing and splicing in both proliferating and differentiated cells. 
2. Materials and Methods 
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Data  from  the  BioGrid  database  https://thebiogrid.org/,  version  1.1.7  [51]  was 
downloaded for human tp53, tp63 and tp73. Only physical interactions were included and 
common and distinct protein interactions were calculated using excel (Supplemental File) 
and  a  proportional  Euler  diagram  was  used  for  visualization  [52] 
http://www.eulerdiagrams.org/eulerAPE/. 
Resulting  lists were  submitted  to  the Metascape  3.0  software  and  analyzed with 
default  settings  https://metascape.org/gp/index.html#/main/step1  [53].  In  brief, 
Metascape extracts a protein interaction network from the list provided by the user and 
identifies  densely‐interacting  complexes  by  iterations  of  the  implementation  of  the 
molecular complex detection  (MCODE) algorithm  [54]. Further,  for annotation of  their 
biological  roles,  Metascape  applies  pathways  and  processes  enrichment  analysis  to 




and  aligned with protein  interaction dataset using gene names  (Supplementary Excel 
File). 






According  to  the  human  protein  and  RNA  expression  atlas 
http://www.proteinatlas.org  [50],  the  p53  protein  could  be  detected  at  extremely  low 




more  differentiated  cells whereas  p73  is  found  only  in  the  basal  cells  (Figure  2A,B). 
Similarly, in the nasopharynx (Figure 2D,E), vagina (not shown) and oral mucosa (Figure 





similar  (Figure  2J,K). Whereas  p63  antibody  strongly  stains  these  tissues,  with  the 
different staining patterns than described above, it also stains myoepithelial cells of the 



























Analysis  of  the  literature  and web  resources  revealed  that  there  are  4  different 
antibodies against different epitopes that generate exactly the same p73 staining pattern 
in  skin. Chemicon  rabbit polyclonal AB7824  [4], Leica Biosystems mouse monoclonal 
(Leica Biosystems Cat# NCL‐p73, RRID:AB_563940), and two Abcam’s: EP436Y (aa 50–
150) [42,48], EPR19884 (C‐terminus, skin IHC image is at the Abcam website). Reactivity 
of  the  Abcam’s  antibodies  to  p73  is  validated  by  the  knockout/knockdown  and 









mouse epidermis  [42,48]. Moreover,  closer  examination  revealed  that a  few  cells have 
brighter  p73  staining  than  p63  [42,48].  The  absence  of  reactivity  of  the  EP436Y  p73 
antibody to p63 by immunoblotting was also demonstrated [42]. Therefore, it is possible 
to conclude that at least EP436Y p73 antibody is reliable. 









interact with.  In order  to have  the available  information of  their binding partners, we 
downloaded  protein‐protein  interactions  for  the  p53,  p63  and  p73  from  the  BioGrid 








three  enriched  terms  for  the  annotation  of  biological  roles  of  the  putative molecular 
complexes.  In addition, we compared protein  interaction data with mRNA expression 
using publicly available TCGA RNA‐seq datasets and single cell sequencing of human 
skin  (Supplementary File)  [55]. Below we  review what  is known  about  the  functional 
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impact of  the p53  family protein  interactions  focusing on  the biology of  the epithelial 
tissue. 
 
Figure 3. Annotation of  the unique p73 and p63 protein  interactions reveal distinct physiological  functions.  (A). Euler 
diagram  of  the  p53,  p63,  and  p73  protein  interactions  from  the  BioGrid  database.  Coloring  of  the  Euler  diagram 
corresponds to the coloring of dots representing proteins in the subsequent sections of the figure (B–D) describing protein 
interactions. (B). Annotation of proteins uniquely interacting with p63 revealed putative complexes involved in the protein 
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Annotation  of  proteins  interacting with  both  p63  and  p73  revealed  putative  complexes  involved  in  the  regulation 
(repression) of the p53 stability (MDM2, MDM4,RCHY1, ITCH, SUMO1, UBE2I) and transcriptional activity (HDAC2) 
transcriptional coactivators  (EP300, KAT2B, HIPK2), DNA repair  (BRCA1), DNA binding  transcription  factors  (HIF1a, 
YAP, ATF3, p63, p73). Two proteins  that are bound by p63 and p73 and not p53 are CDC20—a pivotal protein  in  the 
mitosis and FUS—the splicing regulating protein. 
3.2.1. Interaction between p63 and p73 in Gene Regulation 
It  is  widely  accepted  that  transcription  is  regulated  by  the  interplay  of  the 
multiprotein complexes [61–65]. Moreover, due to the presence of dominant activators or 
repressors  co‐occupying DNA  regulatory  sites,  functions  of  a  particular  transcription 
factor  might  be  limited  to  a  subset  of  its  binding  sites  [61,64,66–68].  For  the  p53 
transcription factors family, interactions with distinct proteins may skew the binding of 




oligomerize  through  their  tetramerization  domains,  and  the  resulting  hetero‐tetramer 
consisting of two p63 and two p73 molecules is a thermodynamically preferred structure 
[48]. 














determined  by  interaction with  other  transcription  factors  [14,21,71].  The  distinction 
between DN‐ isoforms of p63 and p73 is demonstrated by co‐expression of the KLF4 with 
DNp73β (but not DNp63α or either KLF4 or DNp73β alone) that dramatically induced 
fibroblast–keratinocytes  reprogramming and  expression of keratinocyte  specific marks 
(KRT5, KRT14, FLG, SPN)  in both  fibroblasts and mesenchymal  triple‐negative breast 
cancer cell line MDA‐MB‐231 [42]. 















Jun binding  site  enriched  in  the promoters bound by CEBPb  and  c‐Jun  in mice basal 
keratinocytes [61]. Notably, promoters with differentiation induced RNA polymerase 2 









[66]. Upon  progression  through  the  cell  cycle  during  epidermal  differentiation,  high 
expression  of  the  chromatin  remodelers  occurs  in  the mitotic  phase  of  the  cell  cycle, 
concomitant with induction of the early differentiation markers KRT1 and KRT10 [55,57], 
possibly marking  a  subset  of  epidermal  asymmetrical  division,  in which  p63  plays  a 
pivotal role [35]. Accordingly, p73 interacts with chromatin remodelers and transcription 
factors (Jun, RB1, SP1, HDAC1) involved in the cell cycle regulation, FOXM1 pathway and 
mitosis  (Figure  3),  suggesting  that  the  p73  specific  interactions might modulate  p63 
activity either by promoting or repressing transcription [15,63,75–77]. 







epithelial and  in the differentiating cells, details of  the regulation are  just beginning  to 
emerge [42,48,66,74]. 
3.2.2. Common p63 and p73 Interactors 
Complexes  of  52 proteins  that  interact with  both p63  and p73  correspond  to  the 
shared pathways regulating the p53 family. These include regulators of the p53 stability 
and  transcriptional  activation  by  ubiquitination  and  sumoylation:  MDM2,  MDM4, 
RCHY1, ITCH, SUMO1, UBE2I [22,79–85], transcriptional co‐regulators: HDAC2, EP300, 
KAT2B, HIPK2  [77,86–90], DNA  repair gene BRCA1  that  interacts with p63  [91] while 





derepressing  negatively  regulated  DNp63  targets  CDKN1A(p21),  SFN(14‐3‐3σ),  and 









Analysis  of  89  p73  or  p53  interacting  proteins  revealed  two  putative  protein 




cohesion  and  segregation.  These  include  protein  of  the  spindle  assembly  checkpoint 
complex (Figure 3C, complex 1) (CCNB1, MAD2L1, Bub1B, STAG1, DSN1) [96,103–108]. 
In  turn, 53 p73  interacting proteins  that are also known  to bind p53 but not p63, 









proteins  involved  in  the  cell  cycle  progression  [101].  Accordingly  its  expression  is 
restricted  to  the  suprabasal  layer  of  skin,  vagina  and  other  epithelial  organs with  no 
proliferation [101,119]. However, p21 protein does not interact with p73 directly, only p73 
binding  to  the  p21  promoter  has  been  described,  although  p21  interacts with many 
proteins that do interact with p73, including SP1, RB1, CyclinD1 and CyclinA2. 
Analysis of 58 p53/p73 interacting proteins that are highly expressed in the skin [55] 








The TAp73  interacting with APC/C(CDC20)  repress progression  to anaphase and 
aberrant  chromosome  segregation,  while  APC/C(CDC20)  interaction  with  DNp63a 




However,  in  the  suprabasal  layer,  after keratinocytes differentiate, p63 protein  is 
abundant suggesting that DNp63a isoform that is sensitive to the APC/C (CDC20, CDH1) 
mediated  degradation  is more  restricted  to  the  basal  keratinocytes, whereas  DNp63 
present in the differentiated layers is likely other isoforms such as DNp63b and DNp63g 
[97]. 







depletion  causes  cell  cycle  arrest  [124].  Consistently, WWP1  displays  an  interesting 
staining pattern  in skin, being nuclear  in  the basal cells and strictly peri‐nuclear  in  the 
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differentiated keratinocytes. Moreover, WWP1 ubiquitinates  and  leads  to degradation 
and repression of KLF5 [125,126] that is highly expressed in the nuclei and cytoplasm of 
the basal and differentiated keratinocytes and of SMAD4  [127]  that  is  localised  to  the 
cytoplasm in the epithelial tissue. 
C/EBPb and C/EBPa are pivotal factors in the induction of genes during keratinocytes 







well‐known  pluripotency Yamanaka  factor  [129]—are  expressed  in  skin with  distinct 
staining patterns. The KLF5 decorates nuclear borders just like WWP1, whereas KLF4 is 
highly  expressed  throughout  the  differentiated  cells.  KLF4  is  not  known  to  interact 
directly  with  p63,  however,  it  was  shown  that  p63  regulates  KLF4  expression  and 






ribosomal  subunits  including  RPLP0,  RPL3,  RPL12,  RPL13A,  RPL24  as  well  as  40S 
ribosomal protein SA and UPF2 that controls nonsense‐mediated mRNA decay [98]. In 
addition, p63 binds several human ribonucleoproteins HNRNPK, HNRNPL HNRNPA3, 
























DNA damage and  spindle assembly  checkpoint  response  functions and mitotic exit  is 
accelerated  due  to  release  of  the Mad2‐Cdc20  spindle  assembly  checkpoint  complex 
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In  lung adenocarcinoma cell  line H1299 expression of  the DNp73β  isoform of p73 
leads to tetraploidy and cell death through mitotic catastrophe rather than apoptosis [139]. 
In contrast,  in  the osteosarcoma cell  line Saos2,  induction of ectopic p53, ΔNp73α, and 
TAp73β or γ had no effect on the number of polyploid cells, while TAp73α overexpression 










Consistently with  these  results,  in  the SW480 and MDA‐MD231  cell  lines, TAp73 
isoform  interacts with  BubR1 whereas DNp73  does  not  [103]. However,  pan‐reactive 
antibody staining revealed that TAp73 protein level was about 4x higher than DNp73 in 
these  cell  lines.  TAp73  C‐terminal  domain  that  is  a  part  of  the DNp73  isoform was 
responsible for the interaction. Moreover, when DNp73α, DNp73β, TAp73α, and TAp73β 
were  overexpressed  in HeLa  cells,  they  bound  exogenous  BubR1  at  a  similar  level. 
However, only TAp73 supported p‐H3 phosphorylation and while DNp73β did not, and 
DNp73α  was  not  tested.  Different  effects  of  ectopically  expressed  p73  isoforms  on 










Several proteins uniquely  interact with p63,  specifically with DNp63a  containing 
SAM domain in keratinocytes bind and regulate RNA metabolism (Figure 3C) [98]. 
In contrast to the APC/C components, p63 interacting ribonucleoproteins are found 
in  all  cells of  the basal  and differentiated  epithelial  layers. Consistent with  continued 
presence of the p63 in the differentiated keratinocytes, it is possible to speculate that these 




promotes  TERT  expression  but  shifts mTERT  alternative  splicing  towards  dominant 




Another  case of  the p63 mediated RNA  regulation  is p63  interaction with DHX9 
(RNA helicase A) that is highly expressed in differentiated keratinocytes and is known to 
regulate circRNA formation through binding to the inverted‐repeat Alu elements [153]. 





In  addition,  the  DNp63a  interacts  with  RNA  binding  protein  FUS  [98],  that  is 
required for transcription couples splicing [155]. FUS functions in coupling transcription 
to splicing via mediating an  interaction between RNAP  II and U1 snRNP  [155]. Acute 
depletion  of U1  snRNA  or  of  the U1  snRNP protein  component  SNRNP70 markedly 





is  induced by cisplatin  in squamous cell carcinoma cells,  leading  to RNA splicing and 
ACIN1‐mediated cell death via interaction with spliceosome components SAP18, RBM38, 
ELAVL, SRPK2, SRSF2, and ACIN1  [158]. The p63 mutations within  the SAM domain 
cause  ankyloblepharon,  ectodermal dysplasia  and  clefting  [133,159]. The p63  carrying 
mutation in the SAM domain modulates its own splicing leading to accumulation of the 
C‐terminal truncated isoform of the p63 resistant to proteasomal degradation [159]. 
Thus, direct  and  indirect  evidence  suggest  that p63 mediated  regulation of RNA 
metabolism  influences  basal  and  differentiation  specific  programs  in  epidermis 
[98,133,152,156]. 





glioblastoma  cells  [161].  Other  examples  of  p73‐mediated  post‐transcriptional  RNA 
metabolisms or translation are yet to be discovered. 
Thus, direct  and  indirect  evidence  suggest  that p63‐mediated  regulation  of RNA 









with  p73  and  not with  p63.  (A). Domain  structure  of  p73  and  p63, with  highlighted  domains  along with mapped 
interacting  regions on  the  left  shown as vertical blue  lines and  specific amino acids on  the  right with  corresponding 














domain  and  9  out  of  10 protein‐binding  regions  are within divergent  transactivation, 
oligomerization  or  SAM  domains.  However,  4  out  of  6  protein  binding  and 
phosphorylation sites are conserved in between p63 and p73, which is consistent with 13 
out of 23 p73′s post‐translational modifications (PTM) from  the dbPTM database being 
conserved  in  the p63  [56]  (Figure 4B). Notably, Tyr99 phosphorylation  site of  the p73 
corresponds to phosphorylation of p63 within conserved stretch of amino acids at Tyr 149 
by ABL1 kinase [162], suggesting that some interactions from the BioGrid database need 






Aberrant  expression  of  the  p53  family  members  protein  isoforms  underline 
progression  of  many  cancers  by  regulating  the  balance  between  proliferation  and 
apoptosis [165–170]. Here, we focused mostly on p63 and p73, whose activity contributes 
to  pro‐  and  anti‐  apoptotic  signaling  pathways  and  the  spindle  assembly  checkpoint 
complex  and  mitotic  exit.  Abnormalities  in  this  pathway  are  implicated  in  cancer 
progression and cell polyploidy. In normal epithelial organs, p73 is expressed strictly in 
the basal cells, whereas p63 is expressed in both basal and suprabasal cells committed to 
differentiation  and p53  is not detected. Notably, polyploidy  is known  to occur  in  the 
differentiated epithelial cells, suggesting that the absence of p73 might contribute to the 





open source database  (Biogrid) highlights a unique role of p73  in  the regulation of cell 
cycle and mitosis and, unexpectedly, suggests a unique role of p63 in the RNA metabolism 
and related cellular functions. Moreover, literature suggests that a specific p73 isoform, 
DNp73β,  plays  a  dominant  and  yet  redundant  role  in  the  basal  keratinocytes 













regulate  chromatin  modifications  in  a  cell  specific  and  context  dependent  manner. 
Moreover, the issue is complicated by the fact that p63/p73 isoforms bind to DNA not only 
as transcription factors, but also as a non‐DNA bound component transactivating other 
transcription  factors  (Jun,  c‐Rel,  NFYB).  Few  investigations  suggest  that  differential 
activity of p63/p73 is complex with each other versus other p63/p73 specific interacting 
proteins switch TAp73  from anti‐  to pro‐oncogenic activities  [15,21,71]. These data are 
prompting researchers to examine if DNp73 can be switched from pro‐ to anti‐oncogenic 
activities considering that DNp73 is overexpressed in many cancers and DNp73 can be an 
activator when  interacting with  other  transcription  factors  [169,171,172].  Taking  into 
account the p63 interactions with several hnRNPs playing a dual function in transcription 
and translation [173], it is possible to speculate that the p63/p73 complex is involved in 
the  RNA  biogenesis.  Therefore,  identification  of  the  specific  p63/p73  transactivation 
domains and  their modifications  that drive chromatin modifications and regulate gene 
expression and splicing will be a hot topic of future investigations. 
Supplementary Materials: The  following Excel  file  is  available  online  at www.mdpi.com/2073‐
4409/10/1/25/s1, Suppl_p63p73. 
Author  Contributions:  Conceptualization,  J.M.R.  and O.S.R.;  data  curation,  J.M.R.  and O.S.R.; 
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